嵌合抗原受体T细胞（CAR-T）免疫疗法是近年来迅速发展的肿瘤过继性免疫治疗新手段[@b1]--[@b3]。目前CAR-T对复发/难治性急性B淋巴细胞白血病（R/R B-ALL）的完全缓解（CR）率已经达到70%\~90%[@b1],[@b4]，对复发/难治B细胞非霍奇金淋巴瘤（R/R B-NHL）和复发/难治的多发性骨髓瘤（R/R MM）也有较好的疗效[@b5]--[@b7]。然而CAR-T治疗后出现的不良反应也不容忽视。细胞因子释放综合征（CRS）为最常见的不良反应之一[@b8]，而CAR-T治疗后并发弥散性血管内凝血（DIC）并不常见。本文我们对我院6例CAR-T治疗后并发DIC患者的临床特征及转归进行分析，现报道如下。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例资料：回顾性分析2016年6月至2018年6月于徐州医科大学附属医院血液科进行CAR-T治疗后出现DIC的6例患者，CAR-T后DIC诊断依据中国弥散性血管内凝血诊断积分系统（CDSS）[@b9]。记录CAR-T治疗后患者的出血情况、微循环障碍和脏器功能衰竭情况、CRS情况、凝血功能指标\[包括凝血酶原时间（PT）（正常参考范围：11\~14 s）、活化部分凝血活酶时间（APTT）（正常参考范围：20\~40 s）、纤维蛋白原（FIB）（正常参考范围：2\~4 g/L）、D-二聚体（正常参考范围：0\~0.5 mg/L）等\]、其他血液学指标\[包括血常规、铁蛋白、IL-6、C反应蛋白（CRP）\]以及外周血CAR-T的扩增情况等。

2．治疗方案及疗效评估：患者在CAR-T输注前均给予FC方案（氟达拉滨30 mg·m^−2^·d^−1^，−5\~−3 d；环磷酰胺750 mg/m^2^，−5 d）预处理，R/R B-ALL患者给予输注1×10^6^/kg CD19 CAR-T，R/R B-NHL患者给予输注1×10^6^/kg CD19 CAR-T和1×10^6^/kg CD20 CAR-T，输注当天计为第0天。密切观察病情并检查相关血液学指标。出现凝血功能障碍时给予输注凝血酶原复合物、冷沉淀等；根据血常规情况及时补充血小板。患者出现发热、恶心等，给予退热等对症处理；反复高热，胸闷以及铁蛋白、IL-6等明显升高考虑严重的CRS时给予糖皮质激素、托珠单抗治疗。B-ALL的疗效评估按照美国NCCN指南（2016年版）；B-NHL疗效评估按照2014年Lugano标准。采用Lee等提出的分级标准进行CRS分级，其中脏器损害参见《常见不良反应事件评价标准》（CTCAE）4.0版。

3．统计学处理：采用SPSS 22.0软件进行统计学分析。研究中连续变量以均数±标准差表示，分类变量以率（构成比）表示，相关性分析采用采用Pearson相关性分析，双侧*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般资料及转归：6例患者中，男3例，女3例，中位年龄43.5（17\~67）岁，R/R B-ALL 3例，其中普通B细胞型2例，前B细胞型1例；R/R B-NHL 3例，包括弥漫大B细胞淋巴瘤2例、Burkitt淋巴瘤1例。6例患者均符合中国DIC诊断标准，CDSS积分均≥7分。6例患者中，4例（例1、2、3、6）达到CR。4例患者（例1、2、3、6）在CAR-T后（2\~6）d开始出现凝血指标异常（PT、APTT延长，D-二聚体升高、低纤维蛋白原血症），同时伴有反复高热，低氧血症、低血压等CRS表现，积极治疗后CRS得到控制，凝血功能纠正。例5在CAR-T治疗后出现反复高热，第2天PT、APTT开始延长，D-二聚体升高，第6天病情加重，第7天死于DIC和多器官功能衰竭（multiple organ failure，MOF）；例4 CAR-T后出现反复高热、憋喘，第4天凝血指标开始出现异常伴有低氧血症、低血压等，第11天因MOF抢救无效死亡（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 6例CAR-T治疗后并发DIC患者的一般资料及转归

  例号    性别   年龄（岁）  诊断            输注CAR-T类型    CDSS积分   CRS分级  疗效/转归
  ------ ------ ------------ --------------- --------------- ---------- --------- --------------
  1        女        50      B-ALL           CD19                9          4     完全缓解
  2        男        20      B-ALL           CD19                8          4     完全缓解
  3        女        47      DLBCL           CD19+CD20           9          4     完全缓解
  4        男        67      DLBCL           CD19+CD20           9          5     死于DIC、MOF
  5        男        17      Burkitt淋巴瘤   CD19+CD20           10         5     死于DIC、MOF
  6        女        40      B-ALL           CD19                7          3     完全缓解

注：DIC：弥散性血管内凝血；B-ALL：急性B淋巴细胞白血病；DLBCL：弥漫大B细胞淋巴瘤；CDSS：中国弥散性血管内凝血诊断积分系统；CRS：细胞因子释放综合征；MOF：多器官功能衰竭

2．CAR-T治疗后血常规变化：CAR-T治疗后15 d内6例患者WBC、HGB及PLT较前均有不同程度的降低，WBC最低点中位时间为9（2\~12）d，PLT最低点中位时间为8（2\~14）d，HGB最低点中位时间11（2\~19）d，之后血常规各项指标逐步回升（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![6例血液系统疾病患者CAR-T治疗前后WBC（A）、HGB（B）、PLT（C）变化](cjh-40-05-422-g001){#figure1}

3．CAR-T治疗前后凝血功能动态变化：6例患者在FC方案预处理前至CAR-T输注当天（0 d）PT、APTT、FIB、D-二聚体基本在正常范围，CAR-T治疗后出现DIC表现时PT、APTT、D-二聚体高峰值均较CAR-T治疗前明显升高，FIB明显降低。PT、APTT峰值中位时间分别为9（4\~14）d、7（4\~14）d；D-二聚体峰值\>9 mg/L，平均持续时间约3.3 d；FIB最低值中位时间10（6\~16）d。在CAR-T输注后30 d内经积极治疗DIC，除例4、例5死亡外，其余病例的凝血指标均好转（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

![6例血液系统疾病患者CAR-T治疗前后凝血功能变化\
A：PT；B：APTT；C：纤维蛋白原（FIB）；D：D-二聚体](cjh-40-05-422-g002){#figure2}

4．CAR-T治疗后DIC与CRS临床表现相关性：6例患者中全部并发CRS，CRS分级均≥3级，其中3级1例，4级3例，5级2例。在输注CAR-T后6例患者全部出现反复高热以及不同程度的脏器损害，其外周血中均检测到CAR-T的明显扩增，高峰中位时间出现在第9（4\~10）天，第30天时仍能检测到CAR-T的扩增（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。同时炎性因子在CAR-T治疗后均出现高峰，IL-6高峰中位时间出现在第9（4\~10）天，铁蛋白高峰中位时间出现在第10（4\~14）天，而CRP高峰中位时间出现在第7（2\~12）天。CAR-T扩增高峰时间与炎性因子高峰出现时间基本一致（[图4](#figure4){ref-type="fig"}）。

![6例血液系统疾病患者CAR-T治疗后CAR-T扩增情况](cjh-40-05-422-g003){#figure3}

![6例血液系统疾病患者CAR-T治疗前后炎性因子变化\
A：IL-6；B：铁蛋白；C：C反应蛋白](cjh-40-05-422-g004){#figure4}

6例DIC患者中有5例（例1、3、4、5、6）出现非感染性休克表现，3例患者（例3、4、5）出现多脏器功能不全，6例患者CDSS积分均≥7分，平均为8.7分。患者CRS分级与CDSS积分呈正相关（*r*=0.857，*P*=0.029），考虑CAR-T治疗后CRS分级越重，越容易并发DIC，但需要扩大样本量以进一步证实。

5．CAR-T治疗后DIC指标与CRS炎性因子指标相关性：分析6例DIC患者凝血指标与炎性因子相关性，结果显示IL-6与PT（*r*=0.535，*P*=0.040）、APTT（*r*=0.572，*P*=0.026）、D-二聚体（*r*=0.726，*P*=0.002）呈正相关，与FIB无明显相关性（*r*=−0.293，*P*=0.289）；铁蛋白与PT（*r*=0.904，*P*\<0.001）、APTT（*r*=0.841，*P*\<0.001）呈正相关，与FIB呈负相关（*r*=−0.558，*P*=0.031），与D-二聚体无明显相关性（*r*=0.395，*P*=0.145）；CRP与D-二聚体呈正相关（*r*=0.799，*P*=0.004），与PT（*r*=0.289，*P*=0.296）、APTT（*r*=0.464，*P*=0.082）、FIB（*r*=0.063，*P*=0.825）均无明显相关性。

讨论 {#s3}
====

CAR-T细胞免疫疗法取得了显著疗效的同时也引起了许多不良反应[@b10]。Teachey等[@b11]报道了CAR-T治疗51例ALL患者，其中48例出现CRS，发生率高达94.1%。严重凝血功能异常较少见，患者输注CAR-T后并发凝血功能异常是由CRS后释放大量的细胞因子继发引起还是其他原因所致，目前尚不明确。

2017年Mei等[@b12]报道1例CAR-T治疗后出现神经毒性并凝血功能异常的病例，在输注CAR-T后第4天患者的FDP、D-二聚体、APTT开始升高，+8\~+9 d达到高峰，+20 d以上指标恢复正常，与CRS严重程度、IL-6、CRP、IL-10等炎性因子变化相一致。

引起DIC常见的因素有感染、肿瘤等。有研究表明在血流感染期间，脂多糖可降低GATA-2和SP1转录因子的蛋白水平，通过组织因子依赖的凝血途径触发DIC的发展[@b13]。而实体瘤继发的DIC，考虑与实体瘤释放的黏蛋白有关，L-选择素和P-选择素配体在黏液蛋白表面表达升高，促进血小板聚集，同时与周围细胞表达的组织因子相互作用，导致血栓形成[@b14]。我们报道的6例患者输注CAR-T后出现发热，但无感染相关症状，多次血培养均阴性，因此感染所致DIC的可能性较小。而根据患者既往治疗情况及动态监测原发病情况，由原发病进展引起DIC的可能性也不大。我们考虑DIC由CAR-T治疗引起理由如下：①均在输注CAR-T后出现凝血指标异常，在2\~5 d凝血指标开始异常；②CAR-T扩增高峰与凝血指标异常高峰基本吻合；③CRS症状经积极治疗好转后凝血指标也恢复正常。

我们发现的这6例CAR-T后并发DIC患者，全部并发CRS，提示CRS与凝血功能障碍存在内在联系，这一点与Mei等[@b12]报道的CAR-T治疗后出现神经毒性并凝血功能异常的病例一致；6例DIC患者CRS分级与CDSS积分呈正相关，考虑CAR-T治疗后CRS分级越重，越容易诱发DIC。通过分析凝血指标与炎性因子相关性发现IL-6与凝血指标中PT、APTT、D-二聚体呈正相关，铁蛋白与PT、APTT呈正相关，CRP与D-二聚体呈正相关，同时我们还发现CAR-T扩增高峰时间，PT、APTT等凝血指标高峰出现时间以及炎性因子高峰出现时间基本一致，综上我们考虑CRS时释放的大量细胞因子参与了DIC的发生发展过程。

既往研究已经证明CAR-T后出现发热及CRP升高预示有较重的毒副作用的风险，且血清MCP-1升高以及输注CAR-T后36 h内出现发热（体温\>38.9 °C）是预示毒性风险最敏感和特异的指标，同时反应内皮损伤的IL-6、IFN-γ等指标明显升高往往与严重的CRS有关，内皮损伤、毛细血管渗漏、消耗性凝血功能障碍往往与严重的CRS同时发生[@b15]--[@b16]，这一点也可以解释本组6例患者发生DIC的同时出现严重CRS。

血栓调节蛋白是一种膜糖蛋白，在血管内皮细胞上表达，有研究表明DIC时血栓调节蛋白明显升高，提示内皮细胞严重损伤[@b17]。2017年Gust等[@b18]纳入133例包括ALL、多发性骨髓瘤、NHL等血液系统恶性疾病患者，CAR-T治疗后约40%的患者出现不同程度的神经毒性，发生≥3级CTCAE神经毒性的患者中有一部分并发凝血功能障碍，发生≥3级CTCAE神经毒性的患者中血管生成素（Ang）-1、Ang-2表达量增加，提示内皮细胞激活、血管破坏，可导致血脑屏障通透性增加，利于炎性因子进入中枢神经系统，导致神经毒性的发生，内皮破坏可启动凝血过程，消耗大量凝血因子。因此我们考虑CAR-T后发生DIC与重度CRS引起的大量细胞因子释放、内皮损伤等继发了凝血功能异常有关，在后续的研究中需要检测血栓调节蛋白、P-选择素等指标进一步明确其机制。本组6例患者在CAR-T后出现凝血指标异常时，我们给予凝血酶原复合物、冷沉淀，补充FIB，给予酚磺乙胺、氨甲苯酸等积极纠正凝血功能异常，同时给予糖皮质激素、托珠单抗等积极控制CRS。4例患者的PT、APTT、FIB等凝血指标在短时间内即恢复正常水平，未发生因凝血功能障碍导致的严重出血事件。提示及时控制CRS的发生发展可能会降低CAR-T后DIC的发生。

虽然CAR-T后并发DIC少见，但是鉴于DIC一般出现在CAR-T治疗后骨髓抑制期，患者血小板水平较低，一旦继发出血控制难度大，同时可诱发感染等严重并发症，应给予高度重视。建议CAR-T治疗后定期复查凝血功能，若有异常尽早给予相应的治疗措施。
